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Heart failure (HF) is the incapability of the heart to supply the body with sufficient levels of 
oxygenated blood. With an increasing number of patients, HF is currently one the biggest 
healthcare challenges worldwide. The pathophysiology of HF is marked by structural changes 
in the heart such as the enlargement of cardiac myocytes (hypertrophy) and production of 
excessive collagen (fibrosis) in the heart. Inflammation has been shown to play a crucial role 
in the initiation of these processes. The goal of this thesis was to increase our understanding 
of the inflammatory response during HF and to explore how it can be manipulated in a way 
that it preserves its crucial role in beneficial processes such as wound healing, debris 
clearance and pathogen clearance, but that its destructive effects on the cardiac tissue are 
diminished. The research in this thesis is described in four experimental chapters and creates 
several openings on how to manipulate the inflammatory response during HF. 
 
A common cause of HF is cardiac pressure overload. This is often induced by hypertension. 
Chapter two focuses on the deletion and the genetic manipulation of the pro-inflammatory 
CD40 receptor in an animal model of angiotensin-II induced hypertension. CD40 is a receptor 
expressed on the cell surface of several types of inflammatory cells.  The CD40 receptor was 
shown to be a critical regulator of the immune response in different chronic inflammatory 
diseases like atherosclerosis, multiple sclerosis and arthritis. In all these pathologies blocking 
of CD40 interactions was found to reduce disease severity. The effect of this receptor on the 
development of HF and cardiac hypertrophy, as induced by chronic hypertension, was never 
investigated before. Here we show that CD40 signalling modulates cardiac hypertrophy and 
we demonstrated, using mice with a mutated CD40 receptor, that the intracellular TRAF 
signalling molecules are involved in this mechanism. Moreover, we provided additional 
evidence for the importance of myeloid cells in the development of cardiac hypertrophy. 
These results indicate that the CD40 receptor and its interaction partners offer opportunities 
for the development of treatment strategies against HF. 
 
Myocarditis is an acute inflammation of the myocardium, which is often caused by a viral 
infection and is a common cause for sudden cardiac death in young adults. The infiltration of 
inflammatory cells into the myocardium represents a hallmark of the disease. In chapter 
three we investigated how this acute and fulminant inflammatory response affects cardiac 
metabolism. For this study we used cardiac samples of viral myocarditis patients and a 
mouse model of virus-induced myocarditis. The acute effects of pronounced cardiac 
inflammation, and viral myocarditis in particular, on cardiac metabolism were not well 
studied so far.  
We elaborately describe how the metabolism of the heart changes during this acute 
inflammation. A healthy cardiomyocyte generates its energy mainly by burning (oxidation) 
fatty acids. We observed that cardiomyocytes switch to the use of glucose instead of fatty 
acids as a substrate during this acute inflammation. This, in turn, leads to an inefficient 
energy supply. On top of this, we observed that the activity of the oxidative mechanism is 
reduced which further disturbs the energy supply of the cardiomyocytes. In conclusion, from 
our study the concept arises that cytokines, including TNF-α, released from inflammatory 
cells infiltrating the myocardium, lead to the activation of NF-κB in cardiomyocytes, 
ultimately resulting in impairment of mitochondrial oxidative metabolism. These metabolic 
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perturbations are likely to contribute to the cardiac contractile dysfunction during acute viral 
myocarditis.  
 
Over the last decade, the way in which new molecules for potential therapies are identified 
has changed substantially. Where previously a specific hypothesis formed the basis of a new 
study, it is nowadays more common to work with large data sets and select interesting new 
molecules based on so-called high-throughput screens. In these screens a large number of 
different molecules can be tested on their ability to change the properties of cultured cells. 
The experimental work and the analysis are fully automated in these screens in order to limit 
the variation in the results. 
In chapter four an in vitro screening approach is applied in which 194 microRNAs, 
previously identified to be differentially expressed in inflammatory diseases of the heart, 
were tested for their effects on hypertrophy, fibrosis and inflammation in different cell types. 
We have designed and performed this screen at a specialised company, Cenix BioScience in 
Dresden, Germany. These three pathophysiological processes have been studied in three 
relevant primary cell types. To study the effects of these microRNAs on the hypertrophic 
response we used primary cardiomyocytes, to determine the effect on collagen production 
we used primary fibroblasts and to study the effects of these microRNAs on the 
inflammatory response we have used macrophages that were cultured from the bone 
marrow of mice. By transfecting microRNAs into these cells in both unstimulated and 
stimulated conditions, we could quantify the role of these different microRNAs in cardiac 
hypertrophy, fibrosis and inflammation. Thereby, we could not only confirm roles of well-
known microRNAs, but also identify novel roles of microRNAs in HF development. 
 
In preclinical HF research there are several commonly used rodent models of cardiac 
pressure overload that mimic hypertension or aortic stenosis in humans. The last decades a 
plethora of studies focusing on the genetic manipulation of mice in these models has been 
published. In chapter five, we have made a comprehensive overview of these studies. 
Thereby focussing on the role of inflammation during pressure overload of the heart. To this 
end, we have selected studies that intervened in one of the pathophysiological processes of 
HF. For the analyses in this chapter we extracted the data from 284 articles and combined 
them into a large dataset. Subsequently, this dataset was used to compare features, and to 
define reference values of the most commonly used preclinical pressure overload models. By 
analysing the phenotypes of these models we could show that aortic constriction induces 
more pronounced cardiac hypertrophy than angiotensin-II infusion. 
Next, we used this dataset to identify novel microRNA targets for HF therapy. As the 
genetic manipulation of specific genes implicated in hypertrophy, fibrosis or inflammation 
forms the core of most studies in our dataset, the reported effect these genetic 
manipulations have on HF-related processes was used to build a gene-to-phenotype 
interaction network (GPIN). As microRNAs are established negative regulators of gene 
expression and have been shown to regulate pathophysiological processes associated with 
HF, we extended the GPIN with microRNA targeting data. This allowed the identification of 
microRNAs influencing cardiac inflammation, hypertrophy and/or fibrosis. Some of these 
microRNAs are already known in the cardiovascular field, while others have not been linked 
to cardiac disease previously. Accordingly, this network analysis can be used as a starting 
point for future preclinical studies specifically addressing the role of these microRNAs in HF. 
We present a novel approach to build and mine a gene to phenotype interaction network 
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based on a meta-analysis. Our meta-analysis-based network analysis approach enables us to 
generate new insights from published cardiovascular research and the newly created 
methodology will also be of value for other areas of research. 
 
The research presented in this thesis shows that inflammatory processes significantly 
contribute to the worsening of the disease phenotype in different aetiologies of HF and 
created several openings to manipulate this response, for example by targeting the CD40 
receptor and its interaction partners or through the delivery of microRNAs. Despite these 
promising new findings, future translational research is needed to further confirm the 






Hartfalen is een aandoening waarbij het hart niet meer in staat is voldoende zuurstofrijk 
bloed rond te pompen om in de behoeftes van het lichaam te voorzien. Het is het 
eindstadium van vele cardiovasculaire aandoeningen. Met een alsmaar toenemend aantal 
patiënten vormt hartfalen één van de grote uitdagingen voor de gezondheidszorg 
wereldwijd. Het doel van dit proefschrift is de rol van ontsteking (inflammatie) in het 
ontstaan en het verloop van hartfalen beter te begrijpen. Daarnaast willen we onderzoeken 
op welke manier de inflammatoire respons kan worden gemanipuleerd zodat de goedaardige 
onderdelen van dit proces intact blijven, zoals wondherstel en het opruimen van dode cellen 
en ziekteverwekkers, terwijl de schadelijke effecten op het hartweefsel worden verminderd. 
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift bevat vier experimentele hoofdstukken waarin 
dit doel is nagestreefd.  
 
Een veel voorkomende oorzaak van hartfalen is drukoverbelasting van het hart, vaak wordt 
dit veroorzaakt door een te hoge bloeddruk (hypertensie). Hoofdstuk twee van dit 
proefschrift beschrijft onderzoek in muizen waarbij de pro-inflammatoire CD40 receptor is 
weggehaald of de signaalfunctie ervan is aangepast in een diermodel waarbij hypertensie is 
geïnduceerd door de muizen te behandelen met angiotensine-II, dat een bloeddruk 
verhogende werking heeft. De CD40 receptor is aanwezig op de buitenkant van bepaalde 
witte bloedcellen en vervult een belangrijke functie bij het opstarten van een inflammatoire 
respons. Het is reeds aangetoond dat deze receptor een cruciale rol speelt bij het ontstaan 
van inflammatoire aandoeningen zoals atherosclerose, multipele sclerose en reumatische 
artritis. Bij al deze aandoeningen heeft het blokkeren van de CD40 receptor geleid tot 
verbeteringen in het ziektebeeld. Of de CD40 receptor ook een rol speelt bij de 
inflammatoire processen tijdens hartfalen was echter nog niet eerder onderzocht. In 
hoofdstuk twee van dit proefschrift laten we zien dat de CD40 receptor een rol speelt bij het 
ontstaan van een pathologische toename in grootte van de hartspier, ook wel cardiale 
hypertrofie genoemd. Verder laten we zien dat witte bloedcellen een cruciale rol spelen in 
dit mechanisme en dat de zogenaamde TRAF-moleculen belangrijk zijn in het signalerings-
mechanisme binnen in de cel. Dit betekent dat de CD40 receptor en zijn interactie partners 
een goed aanknopingspunt bieden voor het ontwikkelen van nieuwe medicijnen tegen 
hartfalen. 
 
Myocarditis is een acute ontsteking van de hartspier die vaak wordt veroorzaakt 
door een virusinfectie, maar ook een bacteriële infectie of bepaalde parasieten kunnen deze 
ziekte initiëren. Het treft vooral jonge gezonde mensen. In het derde hoofdstuk van dit 
proefschrift hebben we onderzocht hoe zo’n hevige acute ontsteking aan de hartspier 
(myocarditis) het metabolisme van het hart beïnvloedt. Daarvoor hebben we gebruik 
gemaakt van patiëntmateriaal en muizen die we hebben geïnfecteerd met een virus wat 
myocarditis veroorzaakt. De acute effecten van een hevige ontsteking van de hartspier op 
het cardiale-metabolisme waren tot op heden nog nooit bestudeerd.  
We beschrijven op een uitgebreide manier hoe het metabolisme van het hart tijdens 
acute ontsteking veranderd. Een gezonde hartspiercel genereert zijn energie grotendeels 
door verbranding (oxidatie) van vetzuren, maar tijdens de acute ontsteking schakelt deze cel 
over op het gebruik van glucose i.p.v. vetzuren als substraat. Daarnaast is de activiteit van 
het oxidatieve mechanisme verminderd. Dit alles leidt tot een minder efficiënte 
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energievoorziening voor de hartspier. Het belangrijkste concept beschreven in hoofdstuk drie 
is dat cytokines, afgegeven door infiltrerende immuuncellen in het hart, bijdragen aan de 
activatie van de pro-inflammatoire transcriptie factor NFκB in hartspiercellen. Dit leidt 
uiteindelijk tot verhindering van het oxidatieve mechanisme in de mitochondriën van deze 
cellen. Het is zeer waarschijnlijk dat deze verhindering bijdraagt aan de vermindering van de 
contractie van het hart tijdens acute virale myocarditis. 
 
De manier waarop nieuwe moleculen voor mogelijke therapieën tegen hartfalen 
kunnen worden geïdentificeerd is erg veranderd de laatste jaren. Waar vroeger vaak een 
specifieke hypothese aan de basis stond van een onderzoek, wordt tegenwoordig met grote 
datasets gewerkt en kunnen interessante nieuwe moleculen op basis van zogenaamde high-
throughput screens worden geselecteerd. In deze screens kan van een groot aantal 
verschillende moleculen worden getest of ze bepaalde eigenschappen van gekweekte cellen 
kunnen beïnvloeden. In hoofdstuk vier is een dergelijke screen beschreven die door ons is 
uitgevoerd bij het bedrijf Cenix BioScience in Dresden, Duitsland. In deze screen hebben we 
gebruik gemaakt van microRNAs. Dit zijn kleine RNA-moleculen die de expressie van hun 
target genen kunnen verminderen. Voor deze studie hebben we 194 microRNAs op voorhand 
geïdentificeerd op basis van differentiële expressie in het hart tijdens inflammatoire 
hartziekten. De opzet van deze screen was om te kijken wat de effecten van deze microRNAs 
zijn op drie cruciale processen betrokken bij het ontstaan van hartfalen, namelijk: hypertrofie 
(toename in grootte van hartspiercellen), fibrose (overmatige productie van bindweefsel) en 
inflammatie. Deze drie pathofysiologische processen zijn onderzocht in verschillende 
relevante celtypen die we direct uit weefsel hebben geïsoleerd. Zo hebben we 
hartspiercellen gebruikt om het effect van deze microRNAs op hypertrofie te bekijken en 
fibroblasten om productie van bindweefsel te bestuderen. Voor het bestuderen van de 
effecten van microRNAs op inflammatoire processen hebben we macrofagen opgekweekt uit 
het beenmerg van muizen. Door deze microRNAs middels transfectie, in ongestimuleerde en 
gestimuleerde cardiomyocyten, fibroblasten en macrofagen te brengen hebben we de rol 
van deze verschillende microRNAs in cardiale hypertrofie, fibrose en inflammatie in kaart 
gebracht. Daarbij hebben we niet alleen bestaande functies van eerder beschreven 
microRNAs kunnen bevestigen, maar ook nieuwe microRNAs kunnen identificeren die een rol 
in hartfalen spelen. 
  
In hoofdstuk vijf, ten slotte, hebben we een uitgebreide analyse gemaakt van dierstudies 
waarin is gekeken naar inflammatie tijdens drukoverbelasting van het hart. Hiervoor hebben 
we studies geselecteerd waarbij werd ingegrepen in een van de pathofysiologische processen 
tijdens hartfalen.  Voor de analyses in dit hoofdstuk hebben we uit 284 wetenschappelijke 
artikelen alle data gehaald en deze gecombineerd tot één grote dataset. Deze dataset 
hebben we vervolgens gebruikt om het effect van een verandering in één van de 
pathofysiologische processen op de andere te bekijken, een belangrijke conclusie hieruit was 
dat de mate van inflammatie sterk correleert met de mate van hypertrofie en fibrose.  
Daarnaast hebben we met behulp van de dataset verschillende eigenschappen van 
deze diermodellen beter gedefinieerd en met elkaar vergeleken. Een interessante uitkomst 
daarbij was dat de chirurgische techniek van het afbinden van de aorta een sterkere 
hypertrofie induceert dan de farmacologische techniek waarbij muizen worden blootgesteld 
aan angiotensine II. 
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Vervolgens hebben we de dataset gebruikt om fenotypische gegevens en genen met 
elkaar te verbinden middels een netwerkanalyse, ook wel een Gene-to-Phenotype-Network 
(GPIN) genoemd. Vervolgens hebben we microRNA target informatie aan dit netwerk 
toegevoegd zodat we per microRNA een geaccumuleerd effect op de ziekteprocessen van 
hartfalen hebben kunnen berekenen. Hiermee hebben we kunnen voorspellen wat voor 
effect elke microRNA heeft op de processen van hypertrofie, fibrose of inflammatie. Daaruit 
kwam naar voren dat micro-RNA-466l een zeer sterk effect had op genen die vervolgens deze 
drie processen kunnen beïnvloeden. Het is daarom zeer de moeite waard deze en andere 
door ons geïdentificeerde microRNAs nader te onderzoeken.  
 
Het onderzoek gepresenteerd in dit proefschrift laat zien dat inflammatoire processen in 
belangrijke mate bijdragen aan het verergeren van het ziektebeeld bij verschillende 
ziekteprocessen die tot hartfalen kunnen leiden. Daarnaast heeft het geleid tot een beter 
begrip van de inflammatoire respons en verschillende mogelijkheden gecreëerd om deze 
respons te manipuleren, voornamelijk via microRNAs. Ondanks deze hoopvolle nieuwe 
bevindingen is er nog veel toekomstig onderzoek nodig om het potentieel van de door ons 
geïdentificeerde microRNAs verder te bevestigen.  
